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RESUMO

O aumento por demanda de proteinas traz a necessidade da exploragao de
novas fontes proteicas. A utilizagao dos residuos e subprodutos agricolas € uma forma
sustentavel de mitigar a poluicdo ambiental, reduzir dos custos de descarte e
transforma-los em produtos economicamente rentaveis. A Uvaia (Eugenia pyriformis)
€ uma fruta nativa do Brasil, cuja polpa vem sendo crescentemente utilizada para o
desenvolvimento de produtos cosméticos e alimenticios, sendo suas sementes
descartadas. As sementes de uvaia € uma matéria prima com alto potencial para a
extracdo de compostos bioativos e proteinas para aplicacdo em formulagdo de
diversos produtos. O ultrassom de alta intensidade é uma tecnologia sustentavel que
pode auxiliar na extragao proteica e melhorar propriedades funcionais de proteinas
pelo fenbmeno de cavitagéo. Este trabalho teve como objetivo obter extratos proteicos
da Farinha de Semente de Uvaia (FSU) por extragdo alcalina, sem ou com pré-
tratamento de ultrassom, e avaliar o efeito da poténcia de ultrassom (250W e 450W)
nas propriedades fisico-quimica e tecnoldgicas dos extratos. Os extratos foram
obtidos por solubilizag&o alcalina em pH 11 e recuperag¢ao no pH de baixa solubilidade
(pH 3). A extragao precedida por sonicagédo a 250W resultou em maior teor proteico
(32,21%), porém menor rendimento proteico (14,23%). O extrato obtido sem ultrassom
apresentou menor pureza (29,75% de proteina), porém maior rendimento (15,66%).
As sementes de uvaia possuem alto teor de compostos fendlicos (584,80 mg AG/g) e
consequentemente alta capacidade antioxidante (404,15 uM TE/g por ABTS e
3256,57 uM FexSO4/ g por FRAP). A realizagdo de uma pré-etapa de extragao
fendlica anterior a extragdo proteica reduziu em até 90% o teor de fendlicos dos
extratos em relagdo a farinha da semente, mesmo assim os extratos proteicos
apresentaram consideravel teor de fendlicos e boa capacidade antioxidante. A
amostra tratada por ultrassom 250W apresentou maior didmetro hidrodinamico (236,2
nm), quando comparada ao controle (106,9 nm) e a amostra tratada com ultrassom
450W (191,70 nm). O peso molecular das fragdes proteicas foi avaliado por
eletroforese em condicbes redutoras e ndo redutoras. A estrutura secundaria
predominante nas proteinas de semente de uvaia sdo B - Folhas, e a sonicagdo como
pré-tratamento mostrou reducdo na composi¢cdo dessas estruturas e aumentou

estruturas B — Voltas. Quanto as propriedades funcionais os extratos proteicos



apresentaram solubilidade variando de 12 a 34% na faixa de pH de 2 a 11. De maneira
geral, a sonicagao reduziu a capacidade de retencédo de agua e dleo. A presencga de
sais e material lignocelul6sico nos extratos pode ter influenciado a solubilidade dos
mesmos bem como o potencial zeta em diferentes valores de pH. Por fim, foi possivel
obter extrato proteico de semente de uvaia, e o ultrassom mostrou auxiliar na obtengéo
de extratos mais puros. Este trabalho contribui para o conhecimento do potencial
tecnoldgico do residuo do processamento de uvaia.

Palavras-chave: Semente de uvaia, extragdo, proteina, ultrassom, lignina,

propriedades funcionais.



ABSTRACT

The increasing demand for proteins highlights the needs for new protein
sources. The use of agricultural residues and by-products is a sustainable way to
mitigate environmental pollution, reduce disposal costs, and transform them into
economically viable products. Uvaia (Eugenia pyriformis) is a Brazilian fruit which the
pulp has been increasingly used for the development of cosmetic and food products,
with its seeds being discarded. Uvaia seeds are a raw material with high potential for
the extraction of bioactive compounds and proteins. High-intensity ultrasound is a
sustainable technology that can assist in protein extraction and improve the functional
properties of proteins through cavitation phenomena. This study aimed to obtain
protein extracts from Uvaia Seed Flour (FSU) through alkaline extraction, with or
without ultrasound pre-treatment, and evaluate the effect of ultrasound power (250W
and 450W) on the physicochemical and technological properties of extracts. The
extracts were obtained by alkaline solubilization at pH 11 and recovery at a low
solubility pH (pH 3). Sonication-assisted extraction at 250W resulted in a higher protein
content (32.21%) but a lower protein yield (14.23%). The extract obtained without
ultrasound showed lower purity (29.75% protein) but higher yield (15.66%). Uvaia
seeds have a high content of phenolic compounds (584.80 mg GAE/g) and,
consequently, a high antioxidant capacity (404.15 uM TE/g by ABTS and 3256.57 uM
Fe>SO4/g by FRAP). A pre-step of phenolic extraction before protein extraction
reduced phenolic content by up to 90%, yet the protein extracts still exhibited a
considerable phenolic content and good antioxidant capacity. The sample treated with
250W ultrasound showed a larger hydrodynamic diameter (236.2 nm) compared to the
control treatment (106.9 nm) and the 450W ultrasound treatment (191.70 nm). The
predominant secondary structure in Uvaia seed proteins is 3-sheets, and sonication as
a pre-treatment showed a reduction in the composition of these structures and an
increase in B-turn structures. Regarding functional properties, protein extracts showed
solubility ranging from 12 to 34% in the pH range of 2 to 11. Overall, sonication reduced
water and oil retention capacity. The presence of salts and lignocellulosic materials on
the extracts might be related to their low solubility and negative zeta potential
throughout diverse pH range... In conclusion, it was possible to obtain Uvaia seed
protein extracts, and the use of ultrasound prior to the extraction improved the purity
of the obtained extracts. This study contributes to the understanding of the

technological potential of Uvaia residues.



Keywords: Uvaia seed, extraction, protein, ultrasound, lignin, functional

properties.
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1 INTRODUGAO

A gestao de subprodutos agroindustriais esta se tornando uma preocupagao
mundial por questdes ambientais. A utilizacdo dos residuos e subprodutos agricolas
€ uma forma sustentavel de mitigar os problemas de poluigdo ambiental, tratamento
de residuos e custos de descarte (CHEOK et al., 2017; GADALKAR; RATHOD, 2020).
Empregando técnicas adequadas é possivel recuperar compostos bioativos,
vitaminas, minerais, polissacarideos e proteinas, por exemplo (PATRA; ABDULLAH;
PRADHAN, 2022), tornando esses residuos produtos economicamente rentaveis. A
aplicacao de compostos bioativos dos residuos agroindustriais pode ser diversa, ser
aplicados em produtos alimenticios, produtos farmacéuticos, cosméticos ou para
geracao de energia (biorrefinaria) (POJIC; MISAN; TIWARI, 2018).

Diversos estudos tém mostrado o papel promissor das proteinas vegetais
como agentes ativos na estabilizagcdo de sistemas emulsionados e espumas
(BISWAS; SIT, 2020; ESPINOSA-MURILLO et al., 2021; XUE et al., 2018). As técnico-
funcionalidades das proteinas sio definidas como propriedades fisicas e quimicas que
afetam o comportamento das proteinas nos sistemas em que se encontram durante o
processamento ou armazenamento (FEYZI et al., 2017).

Dentre os residuos agroindustriais promissores para extragdo de proteinas
destacam-se as, sementes, cascas e bagacos que em alguns casos, podem chegar a
até 50% do peso total do fruto (CALDERON-OLIVER; LOPEZ-HERNANDEZ, 2020).
Estes subprodutos sao geralmente perdidos ou subutilizados e apresentam grande
potencial para a extragdo de compostos funcionais de alto valor agregado
(ESPINOSA-MURILLO et al., 2021; KUMORO; ALHANIF; WARDHANI, 2020).

Diante da crescente populagdo mundial e consequentemente a demanda por
proteinas ha a necessidade da exploragéo de novas fontes proteicas (KORNET et al.,
2020). Além disso, a tendéncia crescente do veganismo e as preocupacodes éticas e
com a sustentabilidade de produgdo de proteina de origem animal aumentou a
demanda por proteinas vegetais alternativas (GANI et al., 2022; YUSREE et al., 2021).
Proteinas vegetais com funcionalidades desejadas para atender aos requisitos de
producéo industrial, s&o urgentemente necessarias. Novas iniciativas s&o necessarias
para aumentar a produgao de proteinas de alta qualidade nutricional e propriedades

funcionais de forma sustentavel. Assim, o estudo de novas proteinas vegetais tem
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atraido cada vez mais o interesse da academia e setor industrial (KUMAR et al.,
2021).

A Uvaia (Eugenia pyriformis) é uma fruta pertencente a familia das Mirtaceas
nativa da regido Sul do Brasil, sabor acido e adocicado, textura aveludada com uma
fina casca, carnosa e coloragdo amarelo-alaranjado (CARVALHO, 2010). A uvaia
possui de 1 a 3 sementes que corresponde a 16% da massa total do fruto (FARIAS et
al., 2020; RODRIGUES et al., 2021). As sementes possuem tegumento de cor
castanho, cotilédones carnosos e justapostos (DACOREGGIO et al., 2021; GUSTAVO
SGANZERLA et al., 2018; SCALON et al., 2012). Geralmente os frutos de uvaia s&o
consumidos in natura ou processados na forma de sucos, vinagres, cervejas, licores,
geleias, compotas, iogurtes e sorvetes (FARIAS et al., 2020), e as sementes s&o
descartadas. O conhecimento do potencial nutritivo e tecnologico deste residuo
apresenta uma oportunidade de valorizagao do patriménio genético nacional, podendo
estimular o desenvolvimento da agricultura sustentavel, preservacado e exploragéo
consciente da biodiversidade brasileira.

A produgdo de uvaia geralmente é feita por pequenos pomares e produgdes
familiares. A comercializagdo da fruta in natura em larga escala € inviavel devido a
fragilidade da casca sofrer injurias durante a colheita e transporte (CARVALHO, 2010),
portanto se faz a comercializagao dos frutos ou polpa congelada. Até o momento nao
ha registro de dados do volume de produgéo de uvaia (“Embrapa bdpa”, 2023; “IBGE”,
2023).

Nos ultimos anos houve um numero crescente de produtos processados
utilizando a polpa de uvaia (SGANZERLA; DA SILVA, 2022), incluindo grandes
marcas produtoras de cervejas, sorvetes e cosméticos. O aumento do uso da polpa
da fruta pela industria traz a preocupagéo quanto aos residuos gerados.

As sementes de uvaia € uma matéria prima com potencial para a extracédo de
compostos bioativos e para aplicacdo em formulagao de alimentos funcionais para as
industrias alimenticias e farmacéuticas (DA SILVA et al., 2022). Os poucos estudos
gue envolvem a semente de uvaia apresentam a extragao de compostos antioxidantes
que sao abundantes tanto na polpa quanto na semente, ou estudos de parametros
agrondémicos (RODRIGUES et al., 2021; SGANZERLA; DA SILVA, 2022).

As caracterizagbes centesimais da semente de uvaia indicam altos niveis de
proteina (12% aproximadamente), porém ainda ndo ha estudos que explorem sua

extracdo, caracterizacdo e aplicagcdo. A semente de uvaia apresenta maior teor
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proteico do que outras sementes de frutas da mesma familia, como a goiaba (7,6%) e
pitanga (10%) (LIMA et al., 2014; RAIHANA et al., 2015).

A quantidade e caracteristicas de proteinas em residuos de frutas sdo
altamente variaveis, mas as sementes de frutas em geral apresentam maior teor de
proteinas em relagdo a polpa, bagagos e pedunculos (OLIVARES-GALVAN; MARINA;
GARCIA, 2020). Diversos estudos foram feitos sobre composicdo nutricional e
funcional de proteina de sementes de frutas como a goiaba, maracuja, melancia,
meldo, jaca, tamarindo, marmelo, entre outras (BISWAS; SIT, 2020; ESPINOSA-
MURILLO et al., 2021; GADALKAR; RATHOD, 2020; GONZALEZ-GARCIA; MARINA;
GARCIA, 2014; LIU et al., 2018; NICANOR et al., 2001; ULLOA et al., 2017) porém
nao ha estudos sobre a extracdo de proteina da Uvaia.

O processo de extracdo de proteinas vegetais requer a quebra de tecidos,
membranas e paredes celulares para liberacdo material intracelular. Para materiais
vegetais o processo é comumente realizado por moagem prévia a extragao alcalina
(CUI et al., 2017), onde ocorre a solubilizagdo das proteinas devido a ionizagao de
aminoacidos acidos e neutros em pH elevado, seguida da precipitagcao das proteinas
no ponto isoelétrico. Essa técnica tem apresentado bons rendimentos de proteina
aliados a baixo custo de producdo (POJIC; MISAN; TIWARI, 2018). Os rendimentos
de extragdo podem ainda ser intensificados pelo uso de tecnologias auxiliares como
a tecnologia de ultrassonicagao.

O uso do ultrassom de alta intensidade na extragao proteica pode resultar em
maior rendimento de extragdo devido a abertura da matriz vegetal e liberagcdo das
proteinas de forma mais eficiente do que os métodos convencionais de extragdo. No
entanto, a depender das condi¢gdes empregadas, a técnica pode ocasionar alteragdes
conformacionais nas proteinas e alteragdes de suas funcionalidades(FLORES-
JIMENEZ et al., 2019; RAHMAN; LAMSAL, 2021).

O ultrassom de alta intensidade pode alterar a funcionalidade das proteinas,
pois suas ondas sonoras em um meio liquido geraram ondas mecanicas e
cisalhamento hidrodindmico (AKHARUME; ALUKO; ADEDEJI, 2021) levando a
formacdo e explosdo de pequenas bolhas, fendbmeno denominado cavitagdo. O
processo de cavitacdo resulta em alteracbes das propriedades fisico-quimicas e
estruturas e funcionais das proteinas sem uso de aditivos organicos ou excesso de
calor (FLORES-JIMENEZ et al., 2019).
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O efeito de cavitacdo do ultrassom pode aumentar a area de superficie de
particulas, alterar as estruturas quartanarias, terciarias e segundarias de proteinas,
pelo rompimento de ligagdes de hidrogénio, interagdes eletroestaticas e hidrofébicas,
gue consequentemente influenciara nas modificagdes de propriedades funcionais das
proteinas, como alteragdes na sua solubilidade, propriedades interfaciais e de
atividade enzimatica ou alergénica (TAN; NAWAZ; BUCKOW, 2023) a depender de
sua fonte.

Diante do apresentado, estudos que explorem a extracdo da proteina de
semente de Uvaia e avaliagdo de suas propriedades funcionais e nutricionais a partir
de tecnologias sustentaveis sdo de grande importancia para valorizagdo da cadeia
produtiva da fruta e exploragcao sustentavel da flora brasileira.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Obter extratos proteicos de semente de uvaia (Eugenia pyriformis) por
extragdo alcalina, sem ou com pré-tratamento de ultrassom, e avaliar o efeito da
poténcia de ultrassom nas estruturas fisico-quimica, propriedades funcionais dos

extratos.
2.2 Objetivos especificos

¢ Obter extrato proteico de semente de uvaia por precipitacéo isoelétrica, com ou
sem pré-tratamento de ultrassom de alta intensidade;

e Avaliar o efeito do ultrassom no rendimento de extragdo proteica de semente
de uvaia;

e Avaliar a influéncia da poténcia do ultrassom nas estruturas quimicas e fisica
na proteina de semente de uvaia;

e Avaliar as funcionalidades dos extratos proteicos de semente de uvaia quanto
a sua solubilidade e absorgéo de 6leo e agua;

e Avaliar a influéncia da poténcia de ultrassom nas propriedades de solubilidade
e capacidade de absorgéo de agua e oleo dos extratos proteico de semente de
uvaia;

e Avaliar influéncia do processo de extracdo das proteinas na atividade
antioxidante dos extratos proteicos obtidos.

e Avaliar o tamanho molecular das proteinas de semente de uvaia por
eletroforese

e Avaliar o efeito do ultrassom nas propriedades térmicas do extrato proteico de

semente de uvaia.
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3 REVISAO BIBLIOGARIFICA

3.1 Uvaia (Eugenia pyriformis)

A uvaia (Eugenia pyriformis) é uma fruta nativa do Brasil, encontrada em
regidao de Mata Atlantica, Cerrado e Pantanal, ja foi registrada sua ocorréncia nos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo e todos os
estados da Regi&o Sul Brasileira (Figura 1) (CARVALHO, 2010).

A classificagédo botanica da espécie apresenta a seguinte hierarquia segundo
The Angiosperm Phylogeny Group (2009):

Divisao Angiospermae

Clado Rosidae
Ordem Myrtales
Familia Myrtacea
Género Eugenia

Espécie Eugenia pyriformis.
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Figura 1. Locais de ocorréncia de uvaieira registrados no Brasil. Fonte: CARVALHO,
2010.
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A Figura 2 mostra os aspectos gerais da arvore, frutos e semente de uvaia. A
arvore que produz a uvaia € perene e pode alcancar alturas consideraveis, com folhas
coriaceas e opostas de coloragao verde brilhante. A floracdo ocorre entre os meses
de agosto a fevereiro a depender na regido de produgao (CARVALHO, 2010). Suas
flores, agrupadas em inflorescéncias, sdo pequenas e brancas (JACOMINO et al.,
2018).

Os frutos da uvaia sdo bagas globosas ou piriformes, apresentando uma
casca fina e polpa suculenta. Quando maduros, esses frutos exibem uma variagcéao de
cores que vai do amarelo ao alaranjado (DA SILVA et al., 2019; SGANZERLA et al.,
2019). O sabor unico da uvaia combina acidez e dogura. A produgdao média de frutos
por arvore é de 5kg, podendo chegar a 10kg se adubada (CARVALHO, 2010).

Além de ser consumida in natura, a uvaia é utilizada para a producao de
sucos, geleias, compotas, licores, cervejas e sorvetes. Seu valor nutricional inclui uma
boa quantidade de vitamina C, vitamina A, fosforo e calcio, juntamente com compostos
antioxidantes benéficos para a saude (DA SILVA et al., 2019; RODRIGUES et al.,
2021). Até o momento n&o ha dados técnicos a respeito da produgédo e consumo dos
frutos de uvaia pela industria (consulta feita em base de dados da pesquisa
agropecuaria EMBRAPA (“Embrapa bdpa”, 2023)).

Os frutos possuem de 1 a 4 sementes que corresponde a 16% da massa total
do fruto (FARIAS et al.,, 2020; RODRIGUES et al., 2021). As sementes possuem
tegumento de cor castanho, cotilédones carnosos e justapostos (DACOREGGIO et
al.,, 2021; GUSTAVO SGANZERLA et al.,, 2018). As sementes de uvaia s&o
recalcitrantes, e ndo resistem a dessecagao para posterior germinagao, perdendo
assim a sua viabilidade. A propagacao de novas mudas geralmente ocorre por meio
de sementes, embora a enxertia seja empregada para preservar caracteristicas
desejaveis (SCALON et al., 2012). Além de seu valor econémico e culinario, a uvaia
desempenha um papel ecoldégico importante, contribuindo para a biodiversidade em
seu habitat natural. A Uvaieira é recomendada para plantio paisagistico e ambiental
sobretudo ao longo de rios e reservatoérios, em area com inundagéo periddica, a fim
de atrair, a fauna que se alimentam dos seus frutos (CARVALHO, 2010).

Nos ultimos anos houve um numero crescente de produtos processados
utilizando a polpa de uvaia e de estudos relativos a fruta (SGANZERLA; DA SILVA,
2022). A producédo de uvaia geralmente é feita por pequenos pomares e produgdes

familiares. A comercializagdo da fruta in natura em larga escala é inviavel devido a
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fragilidade da casca a propensao a sofrer injurias durante a colheita e transporte
(CARVALHO, 2010), portanto se faz a comercializagao dos frutos ou polpa congelada.
Até o momento nao ha registro de dados do volume de produgéo de uvaia (“Embrapa
bdpa”, 2023; “IBGE”, 2023).

Figura 2. Aspectos gerais de E. pyriformis. (A) Copa da arvore com frutos. (B) Ramos
com frutos em fase de maturagao. (C) Frutos de uvaia maduras e corte longitudinal da
fruta. (D) Sementes. Campinas, SP, 2023. Fonte: Arquivo pessoal (A, B e D) Google
imagens: Uvaia (C).

As sementes de uvaia € uma matéria prima com alto potencial para a extragao
de compostos bioativos e para aplicacdo em formulagao de alimentos funcionais para
as industrias alimenticias e farmacéuticas (DA SILVA et al., 2022).

Farias e colaboradores (2020) identificaram maior teor de compostos fendlicos

e flavonoides nas sementes (237,44 mg GAE g™ e 101,46 mg CE g' respectivamente)
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do que na polpa (49,36 mg GAE g e 6,49 46 mg CE g') (FARIAS et al.,, 2020). A
semente de uvaia apresenta cerca de 12% de proteina (FARIAS et al., 2020), porém
ainda ndo ha estudos que explorem sua extragao, caracterizagao e aplicagdo. Os
poucos estudos que envolvem a semente de uvaia apresentam extracdo de
compostos antioxidantes que sdo abundantes tanto na polpa quanto na semente, ou
estudos de parametros agronémicos (RODRIGUES et al., 2021; SGANZERLA; DA
SILVA, 2022).

3.2 Proteinas de fontes vegetais

As proteinas desempenham diferentes fun¢gdes em sistemas bioldgicos, que
pode ser estrutural, transporte, de reserva e outros. Suas estruturas sdo formadas por
sequéncias de aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas que podem se reorganizar
tridimensionalmente em estruturas, secundarias, terciarias e quaternarias, por
interagdes hidrofobicas, eletrostaticas, pontes de hidrogénio e ligagdes covalentes
(WATFORD; WU, 2018).

O consumo de proteinas vegetais vem ganhando espago devido a demanda
em atender o mercado de consumidores preocupados com o bem-estar animal,
problemas ambientais e ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(CHANDRAN; SURI; CHOUDHARY, 2023). As proteinas vegetais sao
biodegradaveis, possuem potencial de baixo custo de exploragdo, como a
possibilidade de explorar subprodutos vegetais, e podem apresentar propriedades
tecnoldgicas vantajosas, tornando-as atrativas para diversas aplicagées na industria
de alimentos. (LOVEDAY, 2019).

Em termos gerais, com base em sua estrutura, as proteinas podem ser
classificadas como globulares, fibrosas, ou flexiveis dependendo de sua composigéo
aminoacidica, o que ira definir também suas propriedades fisico-quimicas,
(CHANDRAN; SURI; CHOUDHARY, 2023). As proteinas vegetais sdo compostas
principalmente de proteinas globulares, que sao classificadas como albuminas
(soluveis em agua), globulinas (soluveis em solugdes salinas diluidas), prolaminas
(soluveis em solugbes aquosas de etanol) e glutelinas (soluveis em solugbes
acidas/alcalinas diluidas ou insoluveis em agua) (LOVEDAY, 2019; SIM et al., 2021).

As proteinas globulares sdo compostas de estruturas densamente compactas

devido a efeitos hidrofobicos, ligagdes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas de
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van der Waals e ligagdes dissulfeto (LAKEMOND et al., 2000), o que podem afetar
sua solubilidade.

Proteinas vegetais provenientes de cereais, leguminosas, oleaginosas s&o
bastante exploradas, possuem sua composi¢cao e funcionalidades bem definidas
(LOVEDAY, 2019), porém outras fontes vegetais podem ser promissoras para
extracdo de proteinas, como folhas, cascas e sementes de frutas.

As proteinas de semente de frutas sdo compostas majoritariamente por
proteinas de reserva sendo essas também presentes em diferentes composi¢cées em
cereais e leguminosas (ASHOK N.; SONTAKKE, 2023). A composi¢ao proteica e suas
fragbes podem variar dependendo da semente. Estudos da literatura indicam que a
fragao proteica mais frequente em sementes sao as glutelinas.

Estudo com semente de maracuja encontrou composi¢ao proteica de 12%
sendo 95% glutelinas (ESPINOSA-MURILLO et al., 2021). Em sementes de jaca com
composic¢ao proteica de 14% foi identificado que a maior fragdo (65%) correspondem
a glutelinas, seguido de albumina (16%) (ULLOA et al., 2017). Para sementes de
goiaba glutelinas foi identificada como maior fracdo proteica com 86%
(BERNARDINO-NICANOR et al., 2006). Cada uma dessas fragbes possui diferentes
funcionalidades tecnologicas que afetam o desempenho geral do ingrediente proteico
com base em suas proporgdes (SIM et al., 2021).

3.3 Propriedades funcionais de proteinas vegetais

Os ingredientes a base de proteinas cumprem muitas fungdes tecnologicas
diferentes em alimentos, que incluem cor, textura, sabor, suculéncia, dentro outras
caracteristicas. As propriedades funcionais das proteinas sao definidas como
propriedades fisicas e quimicas que afetam o comportamento das proteinas nos
sistemas em que se encontram durante o processamento ou armazenamento (FEYZI
et al., 2017).

As principais propriedades funcionais das proteinas para aplicagbes
alimenticias incluem solubilidade, gelificagdo, formagado de espuma, emulsificagéo,
retencédo de agua e oleo (SIM et al., 2021; TAN; NAWAZ; BUCKOW, 2023). Alguns
fatores que influenciam as propriedades funcionais de proteinas vegetais incluem:
diferengas no peso molecular, flexibilidade molecular, a presenca de regides

hidrofdbicas, cargas na superficie da proteina e associagao e dissociacdo de outros
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compostos, como a interagdo com polissacarideos e compostos fendlicos
(CZUBINSKI; DWIECKI, 2017; SIM et al., 2021).

No geral, proteinas vegetais apresentam baixa solubilidade em agua em pH
neutro (proximo ao ponto isoelétrico), e melhor solubilidade em pH mais acido ou
alcalino. As proteinas globulares atuam como bons agentes emulsionantes e
espumantes devido as regides apolares em suas superficies que promovem a
adsorgao nas interfaces 6leo-agua ou ar-agua (TAN; NAWAZ; BUCKOW, 2023).

Proteinas globulares também podem apresentar boa formagao de gel, pois
quando passam por processamento térmico se desdobram, expondo grupos apolares
e sulfidrilas a fase aquosa circundante, causando agregacéo via formacao de ligagdes
hidrofobicas e pontes dissulfeto (SIM et al., 2021). A formagdo do gel ocorre pela
reorganizagao estrutural das proteinas em uma matriz ordenada em equilibrio de
interacdes proteina-proteina e proteina-solvente, que sdo mantidas por um equilibrio
de forgas de atragéo e repulsdo (URUAKPA, 2012).

A fragao proteica de glutelinas extraidas de semente de goiaba apresentaram
boa capacidade de absor¢cdo de agua, boa solubilidade em valores de pH acido e
alcalino e boas propriedades espumantes e emulsificantes; sugerindo ser um
ingrediente adequado em formulagdes alimenticias (BERNARDINO-NICANOR et al.,
2006).

Estudos com proteinas de semente de fruta indicam que a modificagao
estrutural da proteina através de tratamentos fisicos, quimicos ou enzimaticos, pre,
durante ou pos extracdo proteica, podem melhorar a performance de suas
propriedades funcionais (BEHERE; PATIL; RATHOD, 2021; BERNARDINO-
NICANOR et al., 2006; ESPINOSA-MURILLO et al., 2021; NAIK et al., 2022).

3.4 Processos de extragao de proteinas

A extracdo de proteinas vegetais requer a quebra de tecidos, membranas e
paredes celulares para liberagdo material intracelular. Para materiais vegetais é
comumente utilizado métodos de solubilizaggo alcalina (pH 8-11) (CUl et al., 2017). O
meétodo alcalino de extragdo de proteinas envolve um meio liquido com pH distante
do ponto isoelétrico para aumentar a solubilidade da proteina devido a ionizagao de
aminoacidos acidos e neutros em pH alto, seguida da recuperagdo por precipitacéo
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em meio com o pH préximo ao ponto isoelétrico (valor de pH onde as proteinas
possuem carga nula) (POJIC; MISAN; TIWARI, 2018).

Muitos métodos de pré-tratamento quimico, fisico e/ou enzimatico tém sido
estudados para aumentar o rendimento de extragdo de proteinas vegetais e promover
modificagdes estruturais para melhoria de suas propriedades tecnoldgicas. Enzimas
podem ser utilizadas para aumentar a digestibilidade de carboidratos de parede
celular e auxiliar na extragdo e aumento de rendimento de proteinas. Metodologias
como aquecimento por micro-ondas, emprego de fluidos supercriticos, ultrassom,
campo elétrico pulsado e processamento a alta pressdo do substrato, tém sido
amplamente estudadas como pré-tratamento para aumentar o rendimento de extragao
e intensificar as funcionalidades de proteinas vegetais (BEHERE; PATIL; RATHOD,
2021; BYANJU et al., 2020; ESPINOSA-MURILLO et al., 2021; LOVEDAY, 2019;
WEN et al., 2021)

3.4.1 Ultrassom

Entre as tecnologias emergentes de extracdo, uma alternativa atraente e
ecologica para auxiliar na extragdo e modificagdo de proteinas vegetais € o ultrassom
(THALIA FLORES-JIMENEZ et al., 2022). O ultrassom consiste em ondas sonoras
com frequéncias superiores a 16 kHz, acima do limite da audigdo humana. A energia
dissipada pela onda é a combinacao de frequéncia e poténcia, ela é usada para a
categorizagao da técnica em: Ultrassom de alta intensidade (16 a 100 kHz, poténcia
de 10 a 1.000 W/cm?), e ultrassom de baixa intensidade (100 kHz a 1 MHz, poténcia
< 1W/cm?) (ALBAKRY et al., 2022; AMPOFO; NGADI, 2022; ESPINOSA-MURILLO et
al., 2021; THALIA FLORES-JIMENEZ et al., 2022; WANG et al., 2020).

O Ultrassom pode ser usado na industria de alimentos tanto para monitorar
as propriedades dos alimentos quanto para alterar suas propriedades (ZHU et al.,
2018). O ultrassom de baixa intensidade € normalmente utilizado em instrumentos
analiticos, ja o de alta intensidade pode alterar a funcionalidade das proteinas, pois
suas ondas sonoras em um meio liquido geram ondas mecénicas e cisalhamento
hidrodindmico (AKHARUME; ALUKO; ADEDEJI, 2021), levando a formagdo e
implosdo de pequenas bolhas, fenbmeno denominado cavitagdo (Figura 3). O
processo de cavitagao é exotérmico e de alta energia que resulta em alteragbes das
propriedades fisico-quimicas e estruturas e funcionais das proteinas sem uso de
aditivos organicos ou excesso de calor (FLORES-JIMENEZ et al., 2019).
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Figura 3. Formacgao de bolhas de cavitagdo por ondas sonoras emitidas por sonicador
em um meio aquoso. Adaptado de Rahman e Lamsal (2021).

Os fatores que influenciam a eficiéncia do processo de ultrassom podem ser
diversos, como observado na Tabela 1. Os parametros de processo como por
exemplo, energia, frequéncia, intensidade, densidade de poténcia, tamanho e formato
do recipiente de amostra e posi¢cdo da ponteira submersa na amostra, interferem na
cavitacao resultante e, portanto, a extragdo e modificagées do produto (RAHMAN;
LAMSAL, 2021).

Tabela 1. Fatores que influenciam o processo de sonicagdo. Adaptado de Lamsal e
Rahman (2021).

Parametros relacionados ao R ] .
Parametros relacionados a amostra
processo

Intensidade (W/cm?) e Densidade de
energia (W/ml)
Posig¢ao da ponteira de ultrassom no

Tipo de proteina / Substrato

Composicao da matriz

meio
Tempo de tratamento Tamanho de particula
Aumento da temperatura Proporcéo solvente:soluto

Tamanho e formato da ponteira de
sonicagao e do recipiente

O uso do ultrassom de alta intensidade na extragao proteica pode resultar em
maior rendimento de extracdo devido a acdo mecanica do ultrassom auxiliar na

liberacao das proteinas da matriz vegetal de forma mais eficiente do que os métodos
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convencionais de extragdo. O ultrassom de alta intensidade é considerado um método
suave de extracdo, que evita o uso de solventes agressivos ou altas temperaturas. No
entanto, é importante mencionar que a otimizacdo dos parametros do processo de
sonicagao, como poténcia, tempo de exposicao e relagado solido-liquido, é essencial
para obter os melhores resultados de extragdo (KAMAL et al., 2023). Além disso, cada
tipo de material vegetal pode exigir ajustes especificos nos parametros de processo
para maximizar o rendimento e a qualidade das proteinas extraidas, como observado

na Tabela 2.



Tabela 2. Parametros e efeitos do tratamento ultrassdnico na extracdo e modificagdo de proteinas de semente de frutas

Etapa de .
Fonte Configuragao aplicagao Metodo
de Resultados do efeito de cavitagao Referéncia
vegetal de ultrassom do =
extracao
ultrassom
Semente  Tipo: Banho Apos Solvente:  Aumentou a densidade aparente em 13,3% e a (ESPINOSA-
de Frequéncia: extracao agua formacéao de estrutura mais porosa. A solubilidade MURILLO et
Maracuja  40kHz proteica Proporgao: proteica aumentou em meédia 5,21 e 9,86%. As al., 2021)
Poténcia: 1W 1:20 (m/v) propriedades de formagdo de espuma foram
Tempo: 15 e 30 Alcali influenciadas pelo pH e pelo tempo de sonicacéao,
min NaOH 1M atingindo até 577%, enquanto a concentragéo
pH 11 minima de gelificagdo foi reduzida de 4 para 2%
em pH 7.
Semente  Tipo: sonda de Apos a Solvente: Ultrassom em 200 W e 400 W melhorou a (RESENDIZ-
de Jaca titanio de 2,54 extracao agua capacidade de retencdo de Oleo e a capacidade VAZQUEZ et
cm proteica Proporgdo: emulsionante, a atividade emulsificante e a al., 2017)
Frequéncia: 1:20 (m/v) estabilidade da emulsdo aumentaram em 400 W
20kHz Alcali e 600 W. A formacao de espuma a capacidade de
Poténcia: 200, NaOH 1M retencdo de agua (FC) aumentou apds todos os
400 e 600W pH 12 tratamentos, em oposicdo a capacidade de
Tempo: 15 retencdo de agua (WHC), menor concentragdo de
minutos gelificag&o e estabilidade de formagéo de espuma,
que diminuiram, exceto em pH 4 para formagao de
espuma.
Semente  Tipo: Sonda Durante a Solvente: Aumento do rendimento de 23,79% em 300W, (NAIK et al.,
de meldo Poténcia: 300, extracdo NaOH 1M 31,05% em 375W e 28,93% em 450W. Melhoria 2022)
375 e 450W pH 9 na capacidade de retengdo de agua, solubilidade,
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Tempo: 2,50, 5 capacidade de formagdo e estabilidade da
7,50, 10, 12,50, emulsdo, menor capacidade de gelificacdo em
15, 17,50 e 20 comparagao com a proteina de semente de melao
min extraida convencionalmente. Observou-se
mudangas caracteristicas na estrutura secundaria
da proteina
Semente  Tipo: Sonda Apos Solvente:  Melhorou a capacidade de retengdo de agua, (XUE et al,
de Ameixa 0,636 cm de extragao Agua solubilidade, propriedades emulsificantes e 2018)
diametro proteica Proporgdo: capacidade de formagdo de espuma.O gel
Frequéncia: 20 1:12 (m/v) apresentou maior resisténcia em comparagdo com
kHz Alcali pH a proteina ndo tratada. O filme apresentou maior
Poténcia: 200, 8,5 resisténcia a tragdo, menor alongamento e
400 e 600W permeabilidade, microestrutura mais densa e
Tempo: 20 min compacta em comparagdo com a proteina nao
tratada
Semente  Tipo: Sonda Apos Solvente:  Modificou as estruturas proteicas secundarias e (THALIA
de 254 cm de extragao Agua terciarias da proteina, aumentou a hidrofobicidade FLORES-
Guamuchil diametro proteica Proporcdo: superficial, flexibilidade molecular e a JIMENEZ et
Frequéncia: 20 1:20 (m/v) digestibilidade in vitro das proteinas em até al., 2022)
kHz Alcali pH 114,8%, 57,3% e 12,5%,
Poténcia: 200, 12 respectivamente. Reduziu 11,9% o tamanho das
400 e 600W particulas. As alteragdes estruturais e fisico-

Tempo: 15 e 30
min

quimicas ocasionaram melhoria de até 115,5% na
solubilidade, 39,8% na capacidade de absorcao de
oleo, enquanto os aumentos nas propriedades
emulsionantes, espumantes, gelificantes foram de
87,4%, 74,2%, 40,0%, e 44,4 % respectivamente.

31



32

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os frutos de Uvaia foram adquiridos da Empresa Sitio do Bello, localizado na
Cidade de Paraibuna — SP producdo da safra de 2021. Kit para determinacdo de
amido total K-TSTA Megazymes®, dleo de girassol BUNGE® e os demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.
4.2 Métodos

O diagrama apresentado na Figura 4 mostra as etapas de desenvolvimento e
avaliagcdes realizadas neste trabalho. Inicialmente as sementes de uvaia foram
liofiizadas e moidas, para se obter a farinha de semente de uvaia (FSU). As
caracterizagdes quimicas realizadas na FSU foram de composi¢cao centesimal, que
incluem umidade, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos (por diferenga dos demais
componentes). Foi quantificada a porcentagem de amido total, o teor de fendlicos,
capacidade antioxidante e avaliada a distribuigdo granulométrica da farinha. O teor e
as fracdes de acucares soluveis sao apresentados no Apéndice A.

Uma etapa prévia de extragdo de fenolicos com etanol 80% (v/v) foi incluida
antes da etapa de tratamento de ultrassom e extracdo proteica, com o intuito de
aumentar o rendimento proteico do extrato. Em seguida o residuo da extragao fendlica
foi ressuspenso em agua e tratado em duas condi¢des de poténcia ultrassénica (250W
e 450W), sendo EP250W a amostra sonicada a 250W de poténcia e EP450W a
amostras sonicada a 450W de poténcia. Uma amostra controle (sem tratamento de
ultrassom) também foi avaliada, nomeada EPCT. Em seguida todas as amostras
tiveram pH ajustado para 11, para solubilizagdo proteica. O sobrenadante desta
solucao foi recuperado e tiveram as proteinas precipitadas em pH 3,0. Os extratos
proteicos foram liofilizados e avaliados quanto ao rendimento proteico, teor de
fendlicos e atividade antioxidante.

As propriedades fisico-quimicas dos extratos foram avaliadas quanto ao
potencial zeta, raio hidrodinamico, modificagdes estruturais na proteina por dicroismo
circular, espectro quimico feito por espectroscopia eletronica de infravermelho por
transformada de Fourier. O peso molecular das fragdes proteicas foi avaliado por
eletroforese em gel de acrilamida em condi¢gbes redutoras e ndo redutoras e as

propriedades térmicas por calorimetria diferencial de varredura (DSC), os resultados
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destas analises sdo apresentados no Apéndice A. Também foi avaliada a solubilidade
e capacidade de absorg¢ao de 6leo e agua dos extratos. Com os resultados obtidos,
sentiu-se a necessidade de identificagcdo da presenca de material lignocelulésico nos
extratos proteicos por espectroscopia UV e determinacido do conteudo de cinzas.

) Liofilizaggo e Farinha de semente | _ECaracterizagéo quimica .
[ Semente de uvaia }—) moagsm —)[ de uvaia (FSU) } - Umidade '
i- Cinzas :

| - Lipideos ;
i{ '- Proteinas !
i~ Carboidratos ,
Extragao fendlica iCarboidratos soluveis ;
(Etanol 80%) ‘Quantificagdo de amido !
iFenélico totais
‘Atividade Antioxidante :
-ABTS i
Distribui¢do do tamanho !
de particulas
Nao Sim
@

20 Poténcia

\ 4 Y Y
Solubilizagdo Solubilizagao Solubilizagao
proteica (pH 11) proteica (pH 11) proteica (pH 11)

Y Y
Precipitagdo Precipitagao Precipitagao
proteica (pH 3) proteica (pH 3) proteica (pH 3)
EPCT EP250W EP450W
| S —

h 4
Avaliagdes e caracterizagdes dos extratos

EProtel'nas : EPropriedades fisico-quimicas :.Técnico - Funcionalidades

iQuantificagdo de amidos i- Potencial { : - Solubilidade .
ERendimento ! Raio Hidrodinamico i - Capacidade de absorgdo dei
‘Fendlico totais i 1~ Estrutura secundaria ; iOleo e &gua :
EAtividade Antioxidante E(Dicroismo circular) il :
- FRAP 1 - Espectro quimico (FT-IR) x
- ABTS . - Eletroforese n :
EEspectroscopia UV-vis ! . Propriedades térmicas (DSC) ! -

‘Teor de cinzas P ¥

Figura 4. Diagrama de execucgao deste projeto. EPCT: Tratamento controle. EP250W:
Tratamento de ultrassom 250W. EPCT450W: Tratamento de ultrassom 450W.
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4.3 Preparo das amostras

Os frutos foram higienizados e despolpados manualmente. As sementes
foram liofilizadas, em seguida processadas em liquidificador e armazenadas em sacos

plastico em dessecadores até o momento do processamento.
4.4 Caracterizagao e composig¢ao centesimal

A distribuicdo do tamanho de particulas da farinha de semente de uvaia foi
avaliada por difracdo a laser em um Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino
Unido) no compartimento de dispersdo de p6 seco Sirocco. Os resultados foram
avaliados em relacdo a porcentagem de volume vs didmetro médio (um), foram
calculadas as modas dos picos.

Para determinagao de composig¢ao centesimal, que incluem umidade, cinzas,
proteinas, lipideos e carboidratos, foram empregados métodos da AOAC
(ASSOCIATION OF THE OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2016). Sucintamente,
a umidade foi determinada com a secagem das amostras até massa constante em
estufa a 105 °C, as cinzas determinadas em mufla a 550 °C por gravimetria. A proteina
foi determinada pela quantificagdo de nitrogénio total por Kjeldahl, utilizando fator de
conversao de 6,25. O teor de lipideos foi determinado utilizando cloroférmio e metanol
como solventes de extragao e quantificado por gravimetria (BLIGH; DYER, 1959). Os
carboidratos foram determinados através da diferenca entre o total de lipideos, cinzas,

proteinas e umidade.
4.5 Amido total

Para determinacdo de amido total na semente de uvaia e nos extratos
proteicos, foi utilizado o kit para determinagdo de amido total K-TSTA Megazymes®.
Em 100 mg de amostra, foi adicionado 2 mL de NaOH 1,7 M e mantido em agitagao
por 20 min em banho de gelo. Em seguida, 8 mL do tamp&o de acetato de sédio (1,0
M, pH 3,8) contendo cloreto de calcio (5 mM) foi adicionado a cada tubo sob agitagéo.
A hidrolise do amido ocorreu pela adi¢do de 0,1 mL de amiloglucosidase (3.300 U/ml)
em banho-maria a 50°Cpor 30 minutos.

As solugbes de hidrélise de amido foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min.
Aliquotas 0,1 ml do sobrenadante foram transferidas para tubos de ensaio, e 3,0 ml
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de reagente GOPOD foram adicionados. Os tubos foram incubados a 50°C por 20
min. Uma solugéo controle (branco) foi preparada misturando 0,1 ml de acido acético
100 mM (pH 4,5) com 3,0 ml de reagente GOPOD. A absorbancia de cada solugao foi
medida a 510 nm (MCCLEARY et al., 2020). O conteudo total de amido foi calculado
como mostrado na equagao (1)

% amido total = AA - F - %-0,9 (1)
onde AA = diferenca entre a absorbancia da solu¢cdo da amostra em relagéo
ao controle (branco), F = fator de conversao de absorbancia em ug de glicose (93,94),

EV = volume da amostra, W = peso da amostra em mg, 0,9 = fator para conversao de
D-glicose livre para D-glicose anidra.

4.6 Fenodlicos totais

Para quantificagcdo de fendlicos totais, as amostras foram suspendidas em
agua 1% (m/v), em seguida 250 pL de solucdo de extrato fendlico ou padrdo foram
adicionados com 2,75 mL de Folin-Ciocalteau 3%, agitados em vortex e mantido em
repouso por 5 minutos. Adicionou-se 250 uL de NaCO3 10% e incubou-se por 60 min
25 °C. As absorbancias foram medidas em um espectrofotometro (Bel Engennier
Photonic UV M-51 - Italia) a 765 nm. A quantificagdo de fendlicos totais nas amostras
foi realizada utilizando uma curva padréo preparada com acido galico e os valores
foram expressos em mg de acido galico equivalente (GAE).g' massa seca
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

4.7 Solubilidade proteica

Um estudo de solubilidade proteica na farinha de semente de uvaia (FSU) foi
realizado para determinar o pH de maior e menor solubilidade utilizando o método de
Bradford. As dispersbes de farinha de semente de uvaia e agua deionizada (1% m/v)
foram mantidas em agitagc&o por 30 minutos a 25°C, em tubos de 50 mL para completa
hidratagdo. Em seguida o pH das solugdes foram ajustados variando a faixa de pH de
2 a 12 utilizando NaOH 0,1 N e HCI 0,1 N. As solug¢des foram centrifugadas por 10
minutos a 20.000 g (Centrifuga KASVI k14-4000 — Brasil) e o conteudo de proteina do
sobrenadante determinado a partir da reacdo do corante azul de comassie com as
proteinas soluveis. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Bel Engennier
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Photonic UV M-51 - ltalia) no comprimento de onda 595 nm. A proteina albumina
sérica bovina (BSA) foi utilizada como padrao (BRADFORD, 1976).

4.8 Processo de extragao
4.8.1 Extragao fendlica

Uma etapa de extracao fendlica foi realizada na farinha de semente de uvaia
para melhorar o rendimento proteico do extrato. Inicialmente foi preparada uma
disperséo de 50 g da farinha de semente de uvaia em 500 mL de etanol 80% (v/v) e
mantida em agitagdo magnética por 1 hora. A solugéo foi centrifugada (2000 g por 10
minutos) e o sobrenadante armazenado para dosagem do teor de fendlicos (FARIAS
et al., 2020). O precipitado desta solugdo seguiu para a extragao proteica.

4.8.2 Tratamento de ultrassom

As amostras provenientes do precipitado da extragdo de fendlicos (sec¢ao
4.8.1) foram adicionadas de 500 mL de agua deionizada (1:10 m/v) e submetidas a
sonicagao em um processador ultrassdnico (ECOsonic QR 750W — Ultronic — Brasil)
acoplado com sonda de titanio de 13 mm. A frequéncia e tempo de processo foram
mantidos fixos em 20 kHz por 10 minutos. As amostras foram mantidas em banho de
gelo para garantir temperaturas inferiores a 25°C. Foram avaliadas duas poténcias,
sendo 250 (EP250W) e 450 Watts (EP450W). Apds a sonicagdo as amostras

seguiram para a extragao alcalina.
4.8.3 Extracao alcalina e precipitagao isoelétrica

Para obtencdo dos extratos proteicos de semente de uvaia, foi feita a
solubilizagdo proteica alcalina, seguida da precipitagdo isoelétrica. O residuo da
extragao fendlica (4.8.1) foi suspenso em agua (1:10 m/v) e separado em trés fragdes,
duas delas foram tratadas com ultrassom em diferentes poténcias (250W e 450W) e
uma terceira amostra seguiu direto para a solubilizagdo alcalina (amostra controle)
nao passando por sonicagdo. As amostras tiveram seus pHs ajustados para 11,0 com
NaOH 1M. Este valor de foi determinado a partir dos resultados da curva de
solubilidade feita para FSU (Figura 5). As solugdes foram mantidas em agitacéo
magnética por 60 minutos em seguida centrifugadas (2000 g por 10 minutos)
(Centrifuga KASVI k14-4000 — Brasil). O sobrenadante rico em proteinas soluveis teve
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o pH ajustado para 3 com HCI 1M para precipitagdo das proteinas em seu ponto
isoelétrico (determinado a partir da analise de potencial zeta, se¢cdo 4.9.2). A fase de
sobrenadante da precipitacao foi separada e a pasta proteica do precipitado teve o pH
ajustado para 7 (NaOH 1M), e as amostras congeladas a -20 °C e liofilizadas (Liotop
— LIOBRAS - BRASIL). O teor de proteina foi medido pelo método de Kjeldahl (fator

de converséo de nitrogénio de 6,25).

4.9 Caracterizagao do extrato proteico de semente de uvaia
4.9.1 Rendimento

Para determinacédo do rendimento proteico do processo de extracdo, foram
utilizadas as equagdes 2 (PENG et al., 2021)

Proteina total no extrato proteico

Rendimento de proteina (%) = X 100 (2)

Proteina total na FSU

4.9.2 Potencial ¢ (zeta)

A medida de potencial ¢ foi feita em pH variando de 3 a 10 para a farinha de
semente de uvaia e para os extratos proteicos. As amostras foram suspensas em
agua 0,1% (m/v) e tiveram o pH ajustado com NaOH 0,1 N ou HCI 0,1 N. A leitura de
potencial zeta foi realizada com célula DTS 1070 em um Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments,Reino Unido) a 25°C (PIORNOS et al., 2015).

4.9.3 Raio Hidrodinamico

A medida de raio hidrodinamico foi realizada para os extratos proteicos
obtidos. Os extratos foram suspensos em solugdo aquosa de concentragao 0,1% (m/v)
e tiveram a leitura realizada em cubeta de quartzo em Zetasizer Nano Series (Malvern

Instruments,Reino Unido) a 25°C.
494 FT-iR

Interagcbes quimica nos extratos proteicos e possiveis alteragdes quimicas no
induzidas pelo ultrassom foram determinadas por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier. Utilizando um espectrofotémetro FT-iR, (modelo IR
Prestige-21 — Shimadzu Kyoto, Japao), 2 mg dos extratos foram combinados com 200
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mg de KBr e comprimidos a 80 kN por 10 minutos sob vacuo em pellets de 13 mm de
didametro. Os espectros foram obtidos entre os comprimentos de onda de 4000 a 400

cm™ com resolugdo de 4 cm™.
4.9.5 Dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular dos extratos proteicos foi utilizado para
investigar a estrutura secundaria das proteinas. Solugdes de proteina 0,1% em agua
Milli-q (pH 7) foram submetidas a um espectropolarimetro (Jasco 810, Jasco Corp.,
Toquio, Japao) a 25 °C. Trés varreduras foram feitas na faixa espectral de 190 e 260
nm com intervalo de 1 nm sob fluxo de nitrogénio em uma célula de 0,1 cm de
comprimento. Os dados coletados foram analisados usando Dichroweb (MILES;
RAMALLI; WALLACE, 2022). As fragdes de estruturas a-hélice, B-folha, B-voltas e ndo
ordenadas foram estimadas (DUARTE et al., 2022).

4.9.6 Varredura em espectro UV-Vis

Para identificagdo da presenga de material lignocelulésico foi feito uma
varredura em espectrofotometro UV-Vis (Bel Engennier Photonic UV M-51 - Italia) no
comprimento de onda de 200 a 600 nm, com intervalos de 1 nm de solugdes de 0,1%
(m/v) dos extratos proteicos de semente de uvaia em agua e comparados com o
espectro da solugdo (0,1% m/v) de lignina comercial (Lignina alcali — Sigma Aldrich)
em pH 7 (RUWOLDT; TANASE-OPEDAL; SYVERUD, 2022).

4.10 Propriedades tecno funcionais do extrato proteico de semente de uvaia
4.10.1 Solubilidade

A curva de solubilidade foi realizada para os extratos proteicos de uvaia em
pH variando de 2 a 11 pelo método de Bradford, como descrito na sesséo 4.7.

4.10.2 Absorcao de dleo e agua

A capacidade do extrato proteico de semente de uvaia de reter agua e 6leo
foi avaliada de acordo com o método descrito por Behere e colaboradores (2021) com
adaptagdes. Em microtubos de massa conhecida, 100 mg do extrato proteico foi

disperso em 600 uL de agua ou 6leo. Em seguida homogeneizado em vortex por 5
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vezes em intervalo de 10 minutos. A suspensdo foi centrifugada 2000 g por 10 min
(CT-6000, Craltech - Brasil) e o sobrenadante foi descartado. O residuo foi ainda
drenado por 20 minutos com os tubos vertidos em papel absorvente (BEHERE; PATIL;
RATHOD, 2021). O ganho de peso por unidade de peso da amostra foi relatado como
capacidade de absorg¢ao de agua ou 6leo (g/g) conforme equacgao (3).

ml—-mt—mo (3)

Absorgao de 6leo ou dgua = —S

onde, m1 é a massa do tubo com o pellet residual, m0 é a massa inicial da

amostra e mté a massa do tubo.
4.11 Atividade antioxidante do extrato proteico de semente de uvaia

A atividade antioxidante do extrato fendlico da semente de uvaia e dos
extratos proteicos obtidos foram avaliados pelo método de captura do radical livre
ABTS™ e Reducédo de Ferro (FRAP). A atividade antioxidante do extrato fendlico de
semente de uvaia foi avaliada no sobrenadante da extragcdo fendlica, ja para os
extratos proteicos foram preparadas suspeng¢des em agua deionizada 1% (m/v).

4.11.1 ABTS

Para determinagdo da atividade antioxidante pelo método de captura do
radical ABTS, em 30 pL dos extratos fendlicos das amostras foram acionados 3,0 mL
do radical ABTS, preparado pela reacado de persulfato de potassio e 140mM e ABTS
7mM, e a feitura realizada em espectrofotdmetro apdés 6 minutos em comprimento de
onda de 734 nm. A curva padrdo foi preparada com Trolox como padrdao em
concentragdes variando ente 100 a 2000 yM (RUFINO et al., 2007). Os resultados

foram expressos como yM de Trolox equivalente por grama de amostra.
4.11.2 FRAP

A determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro,
em uma aliquota de 90 uL de amostra adiciou-se 270 yL de agua deionizada e 2,7 mL
do reagente FRAP, que foi obtido pela reagdo de tampé&o acetato 0,3 M, solugéo de
TPTZ 10 mM e uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. A mistura foi incubada
a 37 °C por 30 minutos e depois realizado a leitura em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda 595 nm. Para a curva padrao foi utilizado solu¢édo aquosa de
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sulfato ferroso variando em concentra¢des de 500 a 2000 uM (RUFINO et al., 2006).

Os resultados foram expressos como pM de sulfato ferroso por grama de amostra.

5 ANALISE DE DADOS

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
como média + desvio padrdo. A significancia estatistica dos parametros foi avaliada
pela analise ANOVA e teste Tukey, utilizando o software PAST (HAMMER; HARPER,;
RYAN, 2001) sendo considerada diferenga significativa quando p < 0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secao serdo apresentados os resultados e discussdes dos resultados
obtidos no desenvolvimento deste trabalho. A subsec¢ao 6.1 apresenta os resultados
de caracterizacdo da semente de uvaia, a distribuicdo do diametro médio da particula
e a solubilidade proteica da matéria prima. A subsec¢ao 6.2 mostra os dados de
rendimento de extragcdo e o teor de amido e proteina presente nos extratos. A
subsecdo 6.3 traz a quantificagdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidade. Na subsecdo 6.4 e 6.5 sdo apresentados resultados de caracterizagao
fisico quimica dos extratos proteicos, como potencial zeta, diametro hidrodinamico,
FTiR e dicroismo circular. A subsec¢ao 6.6 apresenta os resultados de propriedades
funcionais dos extratos proteicos.

Com base nos resultados obtidos, se notou a necessidade de estudos
adicionais para entender a composi¢cao dos extratos proteicos de semente de uvaia.
Foram realizados a identificagdo de compostos lignocelulésicos por UV vis e teor de
cinzas nos extratos. A metodologia e resultados e discussdes estao apresentados na
subsecédo 6.7.

6.1 Caracterizagao da semente de uvaia

A composigéo centesimal da farinha de semente de uvaia (FSU) utilizada para
extragao proteica é apresentada na Tabela 3.

Os dados mostram que a FSU é rica em carboidratos (87,67%), sendo que
34,34% correspondem a amido. Apesar de sementes serem comumente serem ricas
em Oleos, a semente de uvaia apresenta apenas 1,31% de lipideos. A fragao proteica
€ composta por 10,55% do peso total, sendo maior do que em sementes de outras
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frutas da mesma familia da uvaia, como a goiaba (7,6%) e pitanga (10,0%) (LIMA et
al., 2014; RAIHANA et al., 2015). A composi¢cado aproximada foi similar a relatada na
literatura para semente de uvaia Farias (2020).

Tabela 3. Composicao centesimal da semente de uvaia

Componente Valor (%)
Umidade 61,46 + 0,20
Cinzas* 0,58 £ 0,03
Lipideos™ 1,20 £ 0,06
Proteinas* 10,55+ 0,13
Carboidratos* 87,67 £ 0,10
Amido total* 34,34 £ 1,51

*Valores expressos em massa seca

A granulometria da matéria prima € um fator importante que influencia o
rendimento de extragdo da proteina. A redugédo de tamanho de particula aumenta a
superficie de contato com o solvente e consequentemente, o rendimento de extragao,
portanto houve a trituracdo de semente para obter a farinha de semente de uvaia. A

distribuicdo de tamanho de particula da farinha de semente de uvaia esta apresentada
na Figura 5.
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Figura 5. Distribuicdo do diametro médio de particula da farinha de semente de uvaia
utilizada para extracao de proteinas.
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Observa-se a presenca de 3 picos com medianas de 2,24, 11,25 e 399,05 um,
respectivamente. A distribuicdo foi polidispersa, com didametros entre 0,02 uym e
1782,50 ym, e a moda foi de 399,05 um.

Com a aplicagédo do ultrassom de alta intensidade, os efeitos cavitacionais
agem diretamente sobre as particulas, rompendo células e expondo maior superficie
celular ao liquido de extragcdo. Dessa forma pode proporcionar rendimentos de
extragdo mais elevados em comparagdo com controles ndo sonicados (CHEMAT et
al., 2017; RAHMAN; LAMSAL, 2021).

A curva de solubilidade proteica da farinha de semente de uvaia em diferentes
pHs foi essencial para definicdo do pH alcalino de solubilizagdo proteica e pH de
menor solubilidade para precipitagdo das proteinas. A Figura 6 apresenta a curva de
solubilidade proteica da FSU em diferentes valores de pH. A solubilidade proteica da
farinha de semente de uvaia foi maior em pH 11, que apresentou aproximadamente

34% de proteinas soluveis.
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Figura 6. Curva de solubilidade proteica na farinha de semente de uvaia na faixa de
pH2a12.

O aumento do pH pode levar a desprotonagao de grupos acidos presentes
nas cadeias laterais de aminoacidos, resultando em cargas negativas adicionais e

repulsdo entre as moléculas de proteina carregadas negativamente. Dessa forma, o
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aumento de pH reduz a formacédo de agregados e favorece a solubilidade das
proteinas (SIM et al., 2021).

A menor solubilidade se obteve em pH 2, com 5,8% de proteina soluvel. A
curva de solubilidade da farinha de semente de uvaia n&o teve a caracteristica forma
de U para proteinas como reportado em outras fontes (ESPINOSA-MURILLO et al.,
2021; NICANOR et al., 2001; RESENDIZ-VAZQUEZ et al., 2017). Mas o resultado se
assemelha ao encontrado para farinha de semente de manga, onde teve maior
solubilidade em pH 11 e menor em pH 5, porém n&o houve aumento da solubilidade
em pH abaixo de 5 (SAUCEDO et al., 2020).

6.2 Rendimento de extragao

O teor de proteina, o rendimento proteico e o rendimento em matéria seca dos
extratos de semente de uvaia estdo apresentados na Tabela 4. O teor de proteina nos
extratos que passaram por tratamento de ultrassom aumentaram significativamente
(p<0,05) comparado ao extrato controle com 29,75% £ 0,34. Esse resultado indica
que o ultrassom levou a alteragdes na estrutura da matriz da farinha de semente de
uvaia que favoreceu a extragcdo proteica, além de aumentar a pureza proteica pela
reducado do teor total de amido. O EP250W apresentou teor de proteina ligeiramente
menor comparado ao extrato que passou por sonicagdo com poténcia de 450W,
porém nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre ambos.

Tabela 4. Porcentagem de amido total, proteina bruta e rendimento proteico e de
matéria seca dos extratos proteicos de semente de uvaia

Amostra Amido (%) Proteina (%) Rendimento Proteico (%)
EPCT 1,172 £ 0,04 29,752 £ 0,34 15,682 + 0,20
EP250W 0,79° + 0,08 32,21+ 0,78 14,23 + 0,09
EP450W 0,86° + 0,02 31,75+ 0,83 14,37° £ 0,10

Letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey na
mesma coluna. EPCT= Extrato proteico controle. EP250W= Extrato proteico tratado com ultrassom
250W de poténcia. EPCT450W= extrato proteico tratado com ultrassom em 450W de poténcia.

Além do amido e da proteina, os extratos podem ter uma consideravel fragao-
lignoceluldsica que afeta sua composigdo centesimal e os rendimentos em matéria

seca. O trabalho de Gadalkar e Rathod (2020) obteve alto rendimento proteico 87%
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na extragao de proteina de semente de melancia, utilizando ultrassom por 9 minutos,
utilizando poténcia de 90 W (GADALKAR; RATHOD, 2020). Ja a otimizagdo de
parametro feita por Liu e colaboradores (2018) utilizando ultrassom para extragdo de
semente de Wampi, teve rendimento de 15,06%, porém o processo de ultrassom
resultou em melhoras nas propriedades funcionais (solubilidade, capacidade de
absorgao de 6leo e agua, formacéo e estabilidade emulsificante) da proteina extraida
quando comparada com ao isolado proteico de soja (LIU et al., 2018). Variagbes em
parametros no processo de extragdo como propor¢ao solvente: solido, poténcia e
tempo podem ser estudados para aumento de rendimento do extrato proteico de

semente de uvaia.
6.3 Fenolicos totais e atividade antioxidante

O teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante da farinha de
semente de uvaia e dos extratos proteicos foram registrados na Tabela 5. A FSU
apresentou alto teor de compostos fendlicos (584,8 + 1,64 mg AG/ g) com alta
capacidade antioxidante pelo método ABTS (404,15 + 0,03 uM TE/ g) e por FRAP
(3256,572 £ 15,12 uM Fe2S04/ g). O ter de fendlicos totais na semente de uvaia
encontrados foram maiores do que relatado por Farias e colaboradores (2020),
(237,44 + 2,43 mg AG/ g) e atividade antioxidante muito proxima (427,86 + 1,19 uM
TE/ g) por ABTS. O mesmo estudo identificou que o maior teor de compostos fendlicos
da uvaia esta na semente, fracdo que normalmente é descartada durante o consumo

e/ou processamento da fruta.

Tabela 5. Fendlicos totais e atividade antioxidante da farinha de semente de uvaia e
dos extratos proteicos

Amostra Fendlicos totais ABTS FRAP

(mg AG/ g) (uM TE/ g) (M Fe2SO04/ g)
FSU 584,802 + 1,64 404,152 + 0,03 3256,572 + 15,12
EPCT 72,310 + 2,34 127,15 + 13,23 2408,41° + 8,09
EP250W 64,02¢ + 2,51 186,39° + 7,64 2053,85"° + 27,26
EP450W 69,879+ 0,97 136,71° + 16,07 2198,13b + 27,23

Os dados correspondem a média de triplicata + o desvio padrao. Os dados de fendlicos totais
sdo expressos em mg de Acido Galico Equivalente, ABTS sdo expressos em uM de Trolox equivalente
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e FRAP sdo expressos uM de sulfato ferroso por grama de matéria seca. As letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey na mesma coluna.

Os extratos obtiveram reducéao de até 90% de compostos fendlicos em relagao
a FSU. Apesar haver uma etapa de extracao fendlica prévia a extragao proteica, com
o intuito de aumentar o rendimento de proteinas e melhorar propriedades funcionais,
os extratos proteicos tiveram ainda assim teores consideraveis de fendlicos totais.
Observa-se também que os extratos proteicos que tiveram pré-tratamento de
ultrassom apresentaram menor teor de fendlicos, comparados ao controle (EPCT),
indicando que o processo de sonicagao contribuiu com a extragao fendlica prévia a
extracao proteica.

Estudos demostram que compostos fendlicos podem interagir com proteinas.
Os fendlicos sédo excelentes doadores de hidrogénio que formam ligagdes de
hidrogénio com grupos carboxilas das proteinas e podem levar a alteragbes nas
propriedades fisico-quimicas de proteinas, como solubilidade, estabilidade térmica e
digestibilidade (CZUBINSKI; DWIECKI, 2017; OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013),
porém é elevado o numero de fatores que influenciam e promovem a formagao de
complexos entre proteinas e compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sao bioativos relacionados a diversos efeitos
benéficos a saude. Sua agdo antioxidante, tem mostrado efeitos positivos no
tratamento e prevencado de doencas cardiovasculares, acdo antitrombética e anti
carcinogénica (NARDINI, 2022; OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013. Os extratos
proteicos de semente de uvaia tiveram alta atividade antioxidante, tanto pelo método
de ABTS como pelo método de FRAP, nao foram encontrados dados na literatura de

atividade antioxidante de extrato proteico de semente de frutas até o momento.
6.4 Potencial Zeta e Diametro hidrodinamico

A medida de potencial zeta proporciona a compreensao da carga superficial
de macromoléculas assumindo uma relevéancia tecnoldgica significativa, pois fornece
informacdes cruciais sobre o equilibrio das interagdes entre proteinas ou entre
proteinas e solvente em diferentes condi¢cdes (GALVES et al., 2019). Diversos fatores,
tais como temperatura, forca ibnica e pH e a composicdo aminoacidica podem
influenciar a carga superficial das proteinas.
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Quanto mais o potencial zeta se afasta de zero mV, maior sera a interagao da
macromolécula com o solvente devido a intensa repulsdo eletrostatica intra e
intermolecular. Em contraste, quando a carga se aproxima de zero, a interagao
eletrostatica é desfavorecida (MALHOTRA; COUPLAND, 2004) e os col6ides tendem
a agregacgao.

A carga superficial da dispersdo dos extratos proteicos e da farinha de
semente foi avaliada em uma faixa de pH de 3 a 10, e os dados sao apresentados na
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Figura 7. Potencial zeta da farinha de semente de uvaia e dos extratos proteicos de
uvaia

O potencial Zeta das solugcdes de proteina e da farinha de semente de uvaia
apresentaram valores negativos variando de -9,83 a -41,0 mV para FSU e para os
extratos proteicos, variaram de -22,7 a -39,10 mV em toda a faixa de pH e n&o foram
observados valores préximos a neutralidade supostamente relacionados ao ponto
isoelétrico das proteinas, onde a carga total € nula. Esse resultado sugere que os
demais componentes dos extratos, como possiveis carboidratos, e sais possam ter
influenciado na leitura de potencial zeta, devido a alteracdo da forca idnica do meio.

O potencial zeta dos extratos proteicos e da FSU nao se aproximou da
neutralidade na faixa de pH estudada, assim como também n&o se observou
solubilidade proxima de zero em toda faixa de pH. Indicando que mesmo em pH

préximo ao ponto isoelétrico da proteina, a influéncia da matriz e outros componentes
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presentes nos extratos podem aumentar a solubilidade do extrato e induzir cargas
negativas em baixos valores de pH.

O diametro hidrodinamico ndo € uma medida fisica direta do tamanho real da
particula, mas sim uma o tamanho que a particula aparenta ter em um meio fluido,
levando em consideragéao as interagdes com as moléculas do fluido, ou seja, a camada
de solvatagdo (KARMAKAR, 2019). O conceito € frequentemente utilizado em teorias
gue descrevem o movimento browniano de particulas, sedimentacao, difusao, e outros
fendmenos relacionados ao transporte de particulas em meios fluidos (LIANG et al.,
2007).

As medidas experimentais de diametro hidrodinamico das particulas em
suspensdo dos extratos proteicos obtidos sdo apresentadas na Figura 8. E notavel
que o tratamento de ultrassom aumentou o didmetro hidrodinamico das particulas dos
extratos proteicos de semente de uvaia em suspensao, EP250W apresentou maior
didmetro hidrodindmico, porém né&o difere estatisticamente de EP450W (p<5%). O
efeito de cavitacdo do ultrassom pode alterar as propriedades superficiais das
particulas, incluindo carga superficial e favorecendo interagéo proteina- proteina ou
proteina e outros compostos da matriz. Mudancgas nessas propriedades podem afetar

as interacgdes entre as particulas, modificando seu comportamento hidrodinamico.
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Figura 8. Didmetro hidrodindmico dos extratos proteicos de semente de uvaia em
suspensao aquosa. Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de
Tukey (p<5%).
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6.5 FTiR e dicroismo circular

A radiagédo infravermelha quando absorvida por uma molécula organica,
converte-se em energia de vibragdo molecular. O espectro reflete o movimento
vibracional em diferentes comprimentos de onda que costuma aparecer em forma de
picos e pode ser utilizada para estudar efeito dos tratamentos na estrutura e nos
grupos funcionais da amostra (SILVERSTEIN et al., 2014).

A Figura 9 mostra o espectro de FTIR dos extratos proteicos de semente de
uvaia. O pico proximo a regido do comprimento de onda em 1600 cm™' corresponde a
banda amida |, que resulta das vibragdes de estiramento C-N das ligagdes peptidicas.
A regido de 1540 cm™ é relacionada a banda amida I, resultantes da vibragao de
flexdo N-H e vibragdo de alongamento C-N. Na regido de 1240 cm™' sdo observadas
vibragdes de alongamento C- N e vibracao de flexdo N-H e s&o relacionadas a amida
Il (SILVERSTEIN et al., 2014). Acredita-se que o pico proximo a 3300 cm™ também
seja correspondente a vibrag&o de flexdo NH de aminas e o pico préximo a 1400 cm-
! esteja associado a COO" da cadeia lateral da proteina (SILVERSTEIN et al., 2014).
O pico de transmitancia proximo a 2.900 cm - refere-se ao estiramento dos grupos
alifaticos —CH2/-CH3 da proteina.
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Figura 9. Espectro de FTiR dos extratos proteicos de semente de uvaia

O grupo fendlico é um excelente doador de hidrogénio que formam ligagdes
de hidrogénio com o grupo carboxila da proteina (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY,
2013). As ligacdes de hidrogénio intermoleculares aprecem em comprimentos de onda
na regido entre 3550 a 3200 cm™' (SILVERSTEIN et al., 2014), a banda de 3444 cm""
esta relacionada com possiveis interagdes de hidrogénio entre fendlico e proteina
(SANTOS et al., 2022).

A faixa de comprimento de onda de 900 a 1200 cm™" é atribuida a carboidratos
(SILVERSTEIN et al., 2014) e podemos observar um pico acentuado em 1109 que
pode estar relacionado a ligagdes de possiveis carboidratos.

E possivel observar que com o aumento da poténcia de ultrassom aparece
ruidos em regides do espectro. Também uma alteragéo da regido de 2360 cm™' de
ligacdo quimica nao identificada.

Modificacdes nas estruturas de proteinas podem ser uteis na compreensao
da variagao nas propriedades funcionais dos extratos proteicos de semente de uvaia.
A analise de dicroismo circular permite conhecer as propor¢des de estruturas
secundarias pela absorgéo da rotagao de luz polarizada por espectroscopia.

As fragdes de estruturas secundarias dos extratos proteicos de semente de
uvaia foram medidas por técnica de dicroismo circular e apresentadas na Tabela 6. A
estrutura de B Folha foi a conformagdo dominante em todos os tratamentos, seguida
por estruturas desordenadas. Observa-se que as amostras que passaram por pré-
tratamento de ultrassom tiveram redugao na composigédo de estruturas § Folha e a-

Helix, e aumentou a conformacgéo de estruturas -voltas.

Tabela 6. Composigédo de estruturas secundarias das proteinas (porcentagem) nos
extratos proteicos de semente de uvaia por dicroismo circular na regido UV (190-260
nm).

a-Helix B-Folha B-Voltas Desordenadas
EPCT 59 43,3 15,6 30,9
EP250W 1,7 36,2 29,2 30,5

EP450W 1,8 35,8 29,4 30,7
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A diminuicdo de estruturas desordenadas e aumento de e [ Voltas foram
observadas na proteina de semente de meldo extraida assistida por ultrassom (NAIK
et al., 2022). Em sementes de guamuchil, o tratamento de ultrassom apos extragcédo
alcalina da proteina reduz a estrutura a-Helix, e aumentou as estruturas 3 Voltas e
Folha e apresentaram melhora em propriedades funcionais como solubilidade e
capacidade de absorgao de 6leo (THALIA FLORES-JIMENEZ et al., 2022).

6.6 Propriedades funcionais

As propriedades funcionais dos extratos proteicos de semente de uvaia,
tratados ou ndo com ultrassom foram avaliados quanto a sua solubilidade em

variagbes de pH 2-11 e a capacidade de absorg¢ao de oleo e agua.
6.6.1 Solubilidade da proteina

A solubilidade dos extratos proteicos medidas entre pH de 2 a 11 sao
apresentadas na Figura 10. A solubilidade dos extratos proteicos variou entre 12 e
34% na faixa de pH entre 2 e 11.

As solubilidades mais baixas ocorreram em pH 2,0 enquanto as solubilidades
maximas foram observadas no valor de pH de 11 em todas as amostras. Apesar de
baixa, a solubilidade n&o foi nula em nenhum valor de pH sugerindo que outros
compostos presentes na matriz podem ter aumentado a solubilidade proteica inclusive
em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico da proteina. O extrato EP450W teve
uma reducgao na solubilidade em valores de pH alcalinos comparados a amostra EPCT
e EP250W. A sonicacido pode afetar a solubilidade proteica devido a mudangas na
estrutura da proteina (MALIK; SHARMA; SAINI, 2017). Apesar da composi¢cédo de
estruturas secundarias das proteinas de EP250W e EP450W serem semelhantes em
pH 7 (Tabela 6) € possivel que haja maior exposicdo em EP450W de grupos
hidrofébicos do que nas demais amostras.

O EP250W teve maior solubilidade em toda faixa de pH, principalmente em
valores de pH préximos a neutralidade e em pH 11 (Figura 10). O contrario ocorreu
em EP450W, que apresentou reducio da solubilidade em toda faixa de pH estudada
gquando comparada ao tratamento controle.

A melhora ou reduc¢ao na solubilidade da proteina tratada com ultrassom pode

ser atribuida a mudanga da conformagao da proteina. O trabalho de Flores-Jiménez
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e Colaboradores (2022) mostrou que o tratamento de ultrassom a 200W na proteina
de semente de guamuchil pode aumentar a solubilidade em 18%, mas poténcias mais

altas (600W), ndo induzem aumento significativo comparado ao controle.
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Figura 10. Curva de solubilidade dos extratos proteicos de semente de uvaia, tratados
ou ndo com ultrassom.

O aumento de solubilidade devido a influéncia do ultrassom pode ser
associado a alteragdes nas interagdes nao covalentes, por exemplo, forcas de Van-
der-Waals, interacdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio (NAIK et al., 2022). O
ultrassom rompe interagdes eletrostaticas entre NH> e COO- livres na superficie da
proteina, levando a mudancgas estruturais nas proteinas, que se manifestam através
da exposicéo de grupos hidrofilicos de aminoacidos & agua (FLORES-JIMENEZ et al.,
2022). Este fenbmeno leva a dispersdo da proteina e, portanto, melhora da
solubilidade.

6.6.2 Capacidade de absorcao de éleo e agua

A capacidade de retencédo de dleo e agua de extratos proteicos tem papel
importante na melhoria de caracteristicas em alimentos, como suculéncia, textura,

estabilidade e viscosidade. A capacidade de absorgdo de Oleo e agua dos extratos
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proteicos de semente de uvaia foram medidos por gravimetria, e os resultados
expressos na Figura 11.

Os extratos que tiveram tratamento de ultrassom tiveram redugdo na
capacidade de absorcdo de agua comparados a EPCT, porém né&o diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre si.
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Figura 11. Capacidade de absorgao de 6leo e agua dos extratos proteicos de semente
de uvaia em grama de Oleo ou agua por grama de matéria seca (ms). As barras de
erro representam os desvios padrao. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Para absor¢cdo de Oleo, os extratos EPCT e EP250W n&o diferiram
estatisticamente (p<0,05). A poténcia mais alta de ultrassom reduziu a capacidade de
retencdo de 6leo para o EP450W. Para todos os extratos, houve maior capacidade de
absorgdo de dleo do que para os mesmos tratamentos em agua. O mesmo foi
observado em proteina de semente de Jaca tratada por ultrassom, o tratamento de
ultrassom aumento a capacidade de absorcao de 6leo, e diminuiu a capacidade de
absorgdo de agua, mas o tratamento intenso de 600W de poténcia reduziu a
capacidade de absorgéo de éleo comprado ao tratamento de 200 e 400W(ULLOA et
al., 2017).

A mudanga estrutural vista pela analise de dicroismo circular sugere que
cavitagao ultrassénica expds mais grupos hidrofébicos que melhoraram a retengéo
fisica do 6leo pelas moléculas de proteina, o que eventualmente diminui a capacidade
de absorgdo de agua e ndo alterou a capacidade de retencdo de 6leo (MALIK;
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SHARMA; SAINI, 2017). Este efeito pode ocorrer devido a presenga variavel de
grupos hidrofébicos nas superficies das moléculas de proteinas.

As propriedades funcionais dependem das caracteristicas inerentes da
proteina, fonte, intensidade e frequéncia do ultrassom, bem como do pH,
temperatura, forgca ibnica, tempo e todas as outras variaveis que afetam as
propriedades fisico-quimicas de proteinas. Os resultados obtidos indicam que a
proteina de semente de uvaia pode ser utilizada na retencdo de compostos lipidicos

em formulagdes alimenticias.
6.7 ldentificagao de material lignocelulésico e quantificagao de cinzas

Os resultados de pureza, rendimento e a baixa solubilidade dos extratos
proteicos, sugerem a possivel presengca de material lignoceluldsico, que sao
caracteristicos de alta hidrofobicidade. Outra possibilidade é a presenca de sais
formados no processo de ajuste de pH durante e apds a extragado, refletindo no teor
de cinzas dos extratos. A hidrofobicidade proteica pode influenciar na sua solubilidade
(COSTA et al., 2011) . Da mesma forma que as proteinas, a lignina também possui
solubilidade em pH alcalino, e pode ser solubilizada juntamente com proteinas durante
o processo de extracdo (ERDOCIA et al., 2021).

A estrutura da lignina apresenta anéis aromaticos com forte absorcéo na
regidao UV. O espectro UV-Vis dos extratos proteicos e da lignina padrdao estao
apresentados na Figura 12. Uma banda de forte absorbéancia na regido de 280 nm é
o resultado de um anel benzénico substituido por grupos hidroxilas. Em solugdes
alcalinas, os grupos hidroxila fendlicos sdo ionizados e a absor¢gdo muda para
comprimentos de onda mais longos e intensidades mais altas (STARK; YELLE;
AGARWAL, 2016). Como os extratos proteicos e a lignina usada como referéncia
foram originariamente extraidas em meio alcali, € possivel observar bandas mais larga
em comprimento de onda até 400 nm. Esses resultados indicam a presenca de
material lignocelulésico nos extratos proteicos de semente de uvaia.

A presencga de materiais lignocelulosicos também transparece nos espectros
de FTiR (Figura 6). As bandas em 1600 cm ~' e 1500 cm ~' sdo caracteristicas de
vibragdo de estruturas aromaticas de lignina (OUYANG et al., 2009), mas também

estdo relacionadas a amida | em proteinas.
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O trabalho de Yan e colaboradores (2010) mostrou que a lignina tem potencial
zeta negativo para toda faixa de pH (1 a 12), variando de -27 a -40 mV a medida que
se aumenta o pH da solugédo aquosa de lignina. Ou seja, a medida de potencial zeta
da proteina dos extratos proteicos de semente de uvaia pode ter sido influenciada pela

presenca de material lignoceluldsico.
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Figura 12. Espectro UV-Vis dos extratos proteicos de semente de uvaia e lignina
comercial.

Outro fator que pode influenciar fortemente a solubilidade e propriedades
funcionais dos extratos € a forga idnica das amostras, relacionada ao teor do cinzas
dos extratos apresentado na Tabela 7. Os produtos da reacao de neutralizagdo de um
acido (HCI 1M) por uma base (NaOH 1M) s&o sais (NaCl) e agua. E possivel observar
gue houve a formagao de sais durante o processo de extragao proteica. Os extratos
proteicos apresentaram teor de até 12,6% de cinzas enquanto a FSU apresenta um
teor de cinzas de 0,58% (Tabela 1).

Tabela 7. Teor de cinzas em extratos proteicos de semente de uvaia

EPCT EP250W EP450W
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Cinzas (%) 8,67 £ 0,84 12,60 £ 0,50 5,61 £ 0,61

Os dados representam a média de triplicata + o desvio padrao.

A presencga de sais nos extratos pode influenciar na leitura de potencial zeta
das particulas do extrato e em sua solubilidade, devido ao aumento da forga i6nica
(KARMAKAR, 2019). Consequentemente, dificultar a identificagdo do ponto isoelétrico

da proteina pelo potencial zeta e solubilidade, como ocorreu neste trabalho.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel obter extrato proteico de semente de uvaia e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas e funcionalidades, bem como avaliar a influéncia da
poténcia de ultrassom sobre sua estrutura e funcionalidade. A maior solubilidade
proteica da FSU foi obtida em pH 11 e o pH 3 foi escolhido para recuperacédo de
proteinas por precipitagcdo, por apresentar baixa solubilidade. O ultrassom com
poténcia de 250W foi mais eficiente na extragao proteica. Apesar do processo de pré-
extragao fendlica ter reduzido em até 90% o teor de fendlicos das amostras em relagéo
a FSU, os extratos proteicos apresentaram alto teor de fendlicos e boa capacidade
antioxidante. Os extratos que tiveram pré-tratamento por ultrassom tiveram ainda mais
reducdo do teor fendlico. Os extratos apresentaram baixa solubilidade proteica e
medida de potencial zeta negativo em toda baixa de pH estudada, possivelmente
devido a presencga de material lignoceluldsico identificado pela analise de UV-Vis e ao
teor de cinzas. A estrutura secundaria predominante nas proteinas de semente de
uvaia séo B - Folhas, e a sonicagdo como pré-tratamento mostrou que pode reduzir a
composi¢cdo dessas estruturas e aumentar estruturas f — Voltas. Quanto as
propriedades funcionais testadas, as proteinas de semente de uvaia apresentaram
solubilidade variando de 12 a 34% n&o sendo influenciada pelo tratamento de
ultrassom. Porém as amostras sonicadas tiveram menor retengédo de agua. Por outro
lado, amostras sonicadas com elevada poténcia (450W) apresentaram reduc&o na
capacidade de absorcdo de oleo. Por fim, considera-se que o extrato proteico de
semente de uvaia possui uma matriz complexa com outros compostos que atuam em
sinergia e que aparentam ter alta hidrofobicidade. A produgdo e caracterizagao de
extratos proteicos a partir da semente da fruta abre novas perspectivas de aplicagao
e aproveitamento do residuo, valorizando a cadeia produtiva da Uvaia e patriménio
genético nacional, podendo estimular o desenvolvimento da agricultura sustentavel,

preservacao e exploracédo consciente da biodiversidade brasileira.



57

8 TRABALHOS FUTUROS

Apesar dos avancgos significativos alcangados neste estudo, ainda existem
lacunas importantes a serem exploradas. A limitagao inicial de quantidade de matéria
prima, e o baixo rendimento de extragcdo impediu a realizacdo das extracbes em
replicatas, e a execugao de outras analises que pudessem contribuir para a discussao
deste trabalho.

A caracterizacdo total do extrato, quanto ao teor de lipidios e carboidratos,
com quantificagdo de material lignocelulésico poderia contribuir para entender a
composicao centesimal dos extratos e os rendimentos de extracdo obtidos. Tais
caracterizagdes seriam interessantes para otimizacdo do rendimento de extragao
proteica e poderiam contribuir para o entendimento do comportamento das
propriedades funcionais dos extratos.

A composicdo aminoacidica e avaliagdo de compostos anti nutricionais,
poderiamos dar mais informagdes sobre o poder nutricional do extrato proteico de
semente de uvaia e sua aplicagdo em produtos alimenticios.

A variacao de parametros de extragao, como temperatura, tempo, proporgao
sélido:liquido também sdo pontos a serem explorados para aumentar o teor proteico,
rendimento e avaliar as mudancgas nas propriedades funcionais dos extratos.

A analise de fluorescéncia poderia contribuir para identificar a hidrofobicidade
superficial da proteina do extrato e relacionar com os dados de solubilidade e

absorcéo de oleo e agua.
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1. Quantificagao de agucares soluveis

Os agucares soluveis na farinha de semente de uvaia foram identificados e
quantificados por Cromatografia de troca aniénica de alto desempenho com detecgéo
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD). Os agucares soluveis foram extraidos quatro
vezes a partir de 10 mg (massa seca) de amostra com 1,5 mL de etanol 80% (v/v) por
20 minutos a 80°C. O extrato foi concentrado a vacuo e ressuspendido em 1 mL de
agua e 1m de cloroférmio. Os agucares soltveis foram analisados em sistema Dionex®
(ICS 5000) acoplado com coluna CarboPac PA1 e foram eluidos isocraticamente com

150 uM de hidréxido de sodio. Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Quantificacdo de agucares soluveis em semente de uvaia.

Glicose Frutose Sacarose Rafinose
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)
Sementede  15:017  1,76%115 044098 ND*
uvaia

Os dados representam média de quintuplicata em pg de agucar por mg de matéria seca.
*ND= Nao detectado.

O teor total de acucares soluveis presente da semente de uvaia foi de 2,32
ug/mg para as fragdes estudadas (glicose, frutose, sacarose e rafinose), sendo frutose
a fragdo de maior concentragdo com 1,76 ug/mg e nao foi detectado presenga de
rafinose. Os valores quantificados foram muito inferiores aos reportados por Farias e
colaboradores (2020) de 23,35 (mg/g) para os mesmos oligossacarideos, com

sacarose sendo a maior fragao (13,52 mg/g).
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2. Eletroforese

A eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE)
foi feita para identificar o tamanho molecular das proteinas dos extratos proteicos de
semente de uvaia em condi¢cdes redutoras e ndo redutoras de acordo com a
metodologia proposta por Laemmli (1970). Foi realizada em um sistema de
eletroforese Mini-Protein Tetra (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA) em
um gel de separagao a 12% e um gel de empacotamento a 5%. O teor de proteina de
todas as amostras foi de 2 mg/mL. Também foram testados com amostras de 5
mg/mL de teor proteico em mesmo gel. As amostras foram preparadas em tampao
de amostra em condigdes nao redutoras (3,55 mL de agua milli-q, 1,25 mL de 0,5 M
Tris-HCI pH 6,8, 2,5 mL de glicerol 2,0 mL SDS 10% (m/v) e 0,2 mL de azul de
bromofenol) e redutoras (tampao de amostras com 50 uL de B-mercaptoentanol) e
incubada a 95°C por 5 minutos.

O padrao de proteina (10-250 kD, numero do produto 161-0373 Bio-Rad) e
as amostras foram carregadas em gel em volume igual (10 yL) e submetidas a
eletroforese a uma voltagem constante de 75 V por 120 minutos usando tampéo de
corrida (Tris 25 mM, glicina 191 mM e 1 g de SDS por litro). A final da corrida, os géis
foram corados com azul de Coomassie por 12h e descorados com etanol: acido
acético: agua deionizada na proporgédo 10:5:85 (p:v) até os géis ficarem limpidos e

transparentes.
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Figura 13. Eletroforese em condigcbes redutoras e ndo redutoras dos extratos
proteicos de uvaia. (A) Amostras 2 mg/mL. (B) Amostras 5 mg/mL. 0= Padréo de peso
molecular. 1= ECPT, 2= EPCT - Redutor, 3= EP250W, 4= EP250W — Redutor, 5=
EP450W, 6= EP450W — Redutor.
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Os géis apo6s a corrida de eletroforese nao tiveram bandas marcadas como
esperado. E possivel ver que em ambas as concentracdes de proteinas nos géis a
amostras ficou retida no inicio do pogco de amostra. Isso indica que a amostra possui
alto peso molecular, ndo sendo possivel se quer correr pelo gel de empacotamento
que possui menor concentragdo de poliacrilamida (5%). Pelo extrato ndo ser
altamente puro em proteina e conter uma matriz complexa, outros compostos podem
estar associados a proteina e impedindo a corrida pelo gel. Outras concentragdes nas
formulacdes do gel de poliacrilamida e preparo de amostra podem ser testadas.
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3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A Calorimetria diferencial de varredura (DSC) € usada para determinar a
temperatura e o fluxo de calor associados as transi¢cdes de materiais em funcédo do
tempo e da temperatura. A propriedade térmica dos extratos proteicos de semente de
uvaia foi feita em um DSC TA Instruments Q-2000 (TA Instruments New Castle, DE,
EUA). Cerca de 10mg do p6 seco dos extratos proteicos foram encapsulados em um
recipiente de aluminio e junto a um recipiente de aluminio vazio, usado como
referéncia, foi escaneado a uma taxa de 10 °C por minuto de 20 a 100 °C em ambiente
com vazao de nitrogénio a 100 mL/min. Os termogramas de registro de escaneamento

de temperatura foram obtidos pelo software TA Universal Analysis e apresentados na

Figura 14.
0.4
EP250WV
EP450W
EPCT
0.2
& B
2
g 00
B
o
ik
i
-0.2
—04 T T T
20 40 60 80 100
Exo Up Temperature (°C) Universal V4 .5A

Figura 14. Termograma de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dos extratos
proteicos de semente de uvaia.

Quando a estrutura da proteina é alterada irreversivelmente por temperatura,
€ chamada de desnaturagao térmica, e o resultado esperado por DSC é um pico
endotérmico. Para proteinas é esperado que haja eventos térmicos préoximo a faixa
de temperatura de 60 a 90 °C. Nao foram observados picos acentuados nas regides
esperadas. A complexa matriz do extrato pode ter influenciado no aumento da
temperatura de estabilidade térmica da proteina ou a pureza proteica do extrato ndo
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foi suficiente para ser detectada pelo equipamento utilizado, também né&o foi possivel

testar temperaturas mais altas devido a sensibilidade do equipamento utilizado.



